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(57) Abstract 



The invention concerns the combined use of two expression cassettes, one of which is for expressing a useful DNA fragment 
controlled by a thiamine-regulable promotor region, while the other is for expressing an activator gene, and the host cells used for carrying 
this invention. The invention also concerns an expression cassette, wherein the useful ADN fragment is controlled by a promoter region 
derived from the pho-4 Schizosaccharomyces pombe gene as well as the vectors and cells comprising such an expression cassette. A novel 
method for the production of a useful protein is also provided. 

(57) Abrege- 

La pr^sente invention a pour objet 1 'usage combine" de deux cassettes d'expression. Tune permettant 1'expression d'un fragment d'ADN 
d" interest place" sous le contrdle d*une region promotrice regulable par la thiamine et 1' autre permettant I 'expression d'un gene activateur, ainsi 
que les cellules h6tes dans lesquelles on met en auvre un tel usage. La presente invention conceme 6galemem une cassette d'expression 
dans laquelle le fragment d'ADN d'inttfret est sous le contrdle d'une region promotrice issue du gene pho4 de Schizosaccharomyces pombe 
et les vecteurs et cellules comprenant une telle cassette d'expression. Enfin. 1'invention comprend un nouveau proce"de" de production d'une 
proline d*inter£t. 
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10 USAGE COMBrNE DE DEUX CASSETTES D'EXPRESSION POUR LA 
PRODUCTION D'UNE PROTEINE D'INTERET. 



La presente invention se rapporte au domaine des biotechnologies, notamment a 
15 un perfectionnement apporte a la production d'une proteine heterologue 
d'interet commercial ou therapeutique dans une cellule eucaryote et, en 
particular, une levure du genre Schizosaccharomyces. Elle concerne, en 
premier lieu, 1'usage d'un gene codant pour un produit capable d'activer une 
region promotrice regulable par la thiamine, cette derniere gouvernant 
20 l'expression de la proteine d'interet et, en second lieu, une cassette d'expression 
dans laquelle le fragment d'ADN codant pour la proteine d'interet est place sous 
le controle d'une region promotrice isolee ou derivee du gene pho4 de 
Schizosaccharomyces pom be. 

25 Depuis quelques annees deja, de nombreuses cassettes d'expression pour la 
production de proteines d'interet dans les cellules eucaryotes ont ete decrites 
dans la litterature. Ces cassettes comprennent notamment une region promotrice 
fonctionnelle dans la cellule considered D'une maniere generale, une region 
promotrice est situee dans la region 5* flanquante des genes et comprend 

30 Pensemble des elements permettant la transcription d'un fragment d'ADN place 
sous leur dependance. Une region promotrice peut egalement etre constitute par 
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1'assemblage d'elements de diverses origines, fonctionnels dans la cellule hote, 
comme notamment : 

une region promotrice minimale comprenant la TATA box et le site 
5 d'initiation de la transcription. Si elle semble necessaire a une initiation 

correcte de la transcription, elle ne peut, a elle seule, assurer une 
transcription efficace ; et 

des regions situees en amont de la TATA box qui permettent d'assurer 
10 un niveau efficace de transcription soit de maniere constitutive (niveau 

de transcription constant tout au long du cycle cellulaire, quelles que 
soient les conditions de culture) soit de maniere regulable (dites 
regions de regulation permettant une activation de la transcription en 
presence d'un activateur et/ou repression de la transcription en 
15 presence d'un represseur), suivant le gene dont elles sont issues. 

Lorsqu'on cherche a obtenir de grande quantite d'une proteine d'interet, on 
utilise generalement une region promotrice forte et constitutive pour controler 
l'expression du fragment d'ADN codant pour la proteine d'interet, par exemple 
20 les regions 5' flanquantes des genes PGK (3-phosphoglycerate kinase) de 
Saccharomyccs cerevisiae (Hitzeman et al., 1983, Science, 2/9, 620-625) et 
adh (alcool dehydrogenase) de Schizosaccharomyces pombe (Russel et Hall, 
1983, J. Biol. Chem., 258 y 143-149). 

25 Cependant, 1'utilisation d'une region promotrice forte et constitutive n'est pas 
adaptee a la production de proteines d'interet presentant une certaine toxicite vis 
a vis de la cellule hote . En effet, la production de protetnes toxiques affecte la 
croissance des cellules et risque d'entralner la selection de mutations spontanees 
conduisant a une perte ou une reduction notable du taux de production. Dans les 

30 cas extremes, la viabilite des cellules peut etre affectee. 
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Pour ces raisons, il peut etre avamageux de disposer de regions promotrices 
regulables permettant de faire varier la production de la proteine d'interet en 
fonction des conditions cie culture ou de la phase de croissance cellulaire. D'une 
maniere generate, de telles regions promotrices sont isolees ou derivent de 
5 genes regulables. 

Au cours de ces demieres annees, un certain nombre de genes regulables ont ete 
mis en evidence dans de nombreux eucaryotes et notamment dans 
Schizosaccharontyces pombe. Des mecanismes tres varies gouvernent la 

10 regulation de ces genes. A titre d'exemples de genes regulables de 
Schizosaccharomyces pombe, on peut citer les genes de "heat shock" dont 
I'expression augmente avec la temperature (Gallo et al., 1991, Mol. Cell. Biol., 
11, 281-28S) et le gene codant pour Penzyme fructose biphosphatase (/bp) pour 
lequel la transcription est reprimee en presence de glucose et induite en 

IS condition de carence en glucose (Hoffman et Winston, 1989, Gene, 84, 473- 
479). Entrem egalement dans cette categorie les genes regulables par la 
thiamine, a savoir les genes pho4 (Yang et Schweingruber, 1990, Curr. Genet., 
18, 269-272), nmtl (Maundrell, 1990, J. Biol. Chem., 265 \ 10857-10864) et ihi2 
(Zurlinden and Schweingruber, 1992, Gene, 1 17, 141-143) dont Texpression est 

20 regulee au niveau transcriptionnel par la thiamine, plus precisement reprimee en 
presence de thiamine et induite ou dereprimee en son absence. 

On a maintenant caracterise les regions de regulation de la region promotrice du 
gene pho4 impliquees dans la reponse a la thiamine et genere des cassettes 

25 d^expression regulables pour la production de proteines d'interet dans 
Schizosaccharomyces. Les levures hebergeant une telle cassette d'expression 
sont cultivees dans un milieu supplements en thiamine lorsque la culture vise 
uniquement a leur propagation. Des lors qu'une culture est entreprise en vue de 
produire une proteine d'interet, les levures sont transferees dans un milieu 

30 depourvu de thiamine. Ainsi, lorsque ces regions sont placees en amont d'un 
fragment d'ADN codant pour le variant Lys 47 de 1'hirudine, on obtient une 
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expression efficace en I'absence de thiamine, au moins equivalente a celle 
detectee avec la region promotrice forte du gene adh. De plus, leur mise en 
oeuvre dans une casse'tte d'expression de la proteine CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane Regulator) a permis sa production par voie recombinante, 
5 pourtant toxique dans Schizosaccharomyces pombe. 



On a egaiement trouve un gene de Schizosaccharomyces pombe codant pour un 
produit activateur agissant sur l'expression des genes regulables par la thiamine 
dans des conditions inductrices (en absence de thiamine). L'amplification de ce 

10 gene, notamment par introduction dans un vecteur multicopie et transformation 
d'une souche de Schizosaccharomyces pombe. laquelle comprend egaiement un 
grand nombre de copies d'un fragment d f ADN codant pour une proteine 
d'interet, place sous la dependance d'une region promotrice regulable par la 
thiamine, pourrait permettre d'ameliorer les niveaux de la production de la 

15 proteine d'interet en fonction des conditions de culture, en particulier en 
absence de thiamine. 

Traditionnellement, la thiamine est ajoutee dans les milieux de culture des 
levures. Le fait de ne pas en mettre represente un cout moindre et n'affecte pas 
20 ou peu leur viabilite. Ces differents criteres, qui satisfont aux conditions de 
production a I'echelle industrielle, illustrent les avantages de la presente 
invention. 

Par consequent, la presente invention a pour objet l'usage combine en vue de la 
25 production d'une proteine d'interet, 

(a) d'une premiere cassette d'expression comportant un premier fragment 
d'ADN codant pour ladite proteine d'interet, place sous le contrdle des 
elements necessaires a son expression ; lesdits elements comprenant 
30 notamment une premiere region promotrice regulable par la thiamine ; 

et 
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(b) d'une deuxieme cassette d'expression comportant un deuxieme 
fragment d'ADN codant pour un produit activateur des genes 
regulables par la thiamine, place sous le controle des elements 
necessaires a son expression qui comprennent une deuxieme region 
promotrice ; ladite deuxieme cassette d'expression etant inseree (i) 
dans un vecteur multicopie ou (ii) dans le genome cellulaire et dans le 
cas (ii) caracterise en ce que ladite deuxieme region promotrice est 
heterologue audit fragment d'ADN codant pour ledit produit activateur. 

Comme indique precedemment, la presente invention s'applique a la production 
regulee par la thiamine d'une proteine d'interet dans une cellule eucaryote, 
notamment une souche de Schizosaccharomyces et, tout particulierement, de 
Vespece pombe. 



Aux fins de la presente invention, le premier fragment d'ADN peut etre issu 
d'un organisme eucaryote, procaryote ou d'un virus. II peut etre isole par toute 
technique en usage dans le domaine de Tart, par exemple par clonage, PCR 
(Polymerase Chain Reaction) ou synthese chimique. D'autre part il peut coder 
20 pour une proteine d'interet (i) intracellulaire (ii) membranaire presente a la 
surface de la levure hote ou (iii) secretee dans le milieu de culture. II peut done 
comprendre des elements additionnels appropries comme, par exemple, une 
sequence codant pour un signal de secretion. De tels elements sont connus de 
rhomme de Tart. 

25 

Par ailleurs, le premier fragment d'ADN peut coder pour une proteine d'interet 
correspondant a tout ou partie d'une proteine native, telle que trouvee dans la 
nature. 11 peut egalement s'agir d'une proteine chimerique, par exemple 
provenant de la fusion de polypeptides d'origines diverses, ou d'un mutant 
30 presentant des proprietes biologiques ameliorees et/ou modifiees. Un tel mutant 
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peut etre obtenu par les techniques de biologie moleculaire. Parmi les proteines 
d'interet au sens de la presente invention, on peut citer plus particulierement : 

les cytokines et notamment les interleukines, les interferons, les 
5 facteurs de stimulation des colonies (CSF) et les facteurs de 

croissance ; 

les anticoagulants, de preference 1'hirudine, notamment les variants de 
Thirudine decrits dans la demande europeenne EP 332 523 et tout 
10 particulierement le variant HV2 Lys 47 ; 

les enzymes telles que la trypsine et les ribonucleases ; 

les inhibiteurs d'enzymes tels que i'cc I -antitrypsins l'antithrombine III 
15 et les inhibiteurs de proteases virales ; 

les proteines impliquees dans les canaux ioniques, telles que la 
proteine CFTR dont la sequence est decrite dans Riordan et al. (1989, 
Science, 1066-1073) ; 

20 

les proteines capables d'inhiber Tinitiation ou la progression de 
cancers, telles que les produits ^expression des genes suppresseurs de 
tumeurs, par exemple les genes p53 et Rb ; et 

25 - les proteines capables d'inhiber une infection virale ou son 

developpement, par exemple les epitopes antigeniques de ces virus ou 
des variants alteres de proteines virales susceptibles de competition 
avec les proteines virales natives. 



30 Bien entendu, ces exemples ne sont pas limitatifs. 
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D'une facon generate, on aura recours pour 1'expression du premier fragment 
d'ADN a une region promotrice fonctionnelle dans la cellule consideree et 
regulable par la thiamine. Cette derniere est isolee de la region 5' flanquante des 
genes regulables par la thiamine, tels que ceux mentionnes precedemment. Bien 
5 entendu, elle peut etre modifiee par mutation, deletion et/ou addition d'un ou 
plusieurs nucleotides(s) par rapport a la region promotrice native, a !a condition 
que ces modifications n'alterent pas de maniere drastique sa capacite de 
regulation. D'une facon generate, tout ou partie d'une telle region promotrice 
peut etre utilisee dans le cadre de la presente invention. Ainsi, on peut mettre en 
10 oeuvre une region promotrice d'un gene regulable par la thiamine, comprenant 
une region de regulation capable de conferer la regulation par la thiamine et une 
TATA box homologue audit gene regulable. 

Selon un autre mode de realisation, on peut employer une region de regulation 
15 issue d'un gene regulable par la thiamine placee en amont d'une region 
promotrice minimale comprenant une TATA box d'une origine quelconque, 
capable d'assurer une initiation correcte de la transcription d'un premier 
fragment d'ADN dans la cellule consideree. L'homme du metier connalt de 
telles regions promotrices minimales. On peut citer a titre d'exemples celles des 
20 genes adh de Schizosaccharomyces pombe et IE1 de CMV (Cytomegalovirus) 
(Boshart et al., 1985, Cell, •//, 521-530). 

"Region de regulation" se refere a une sequence nucleotidique de taille variable, 
capable de conferer la regulation par la thiamine, c'est a dire d'induire en 
25 absence de thiamine une expression du fragment d'ADN place sous sa 
dependance a un niveau notablement plus eleve qu'en presence de thiamine. 
Une region de regulation comprend notamment un ou des elements d'activation 
et/ou de repression responsables de la regulation. 

30 Bien qu'une seule region de regulation soit suffisante pour assurer une 
regulation par la thiamine, on peut egalement envisager d'employer plusieurs 
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regions de regulation en tandem pour augmenter les niveaux d'expression. 
Selon un usage selon la presente invention, on peut mettre en oeuvre 
notamment de 1 a 25 regions de regulation, avantageusement de 1 a 7 et, de 
preference, de 1 a 4. Par ailleurs, la ou les region(s) de regulation peut 
5 (peuvent) etre inseree(s) en amont d'une region promotrice minimale dans une 
orientation sens ou inversee par rapport a la TATA box. De preference, cette 
region de regulation est placee immediatement en amont de la TATA box c'est 
a dire a une distance de 1 a 35pb, avantageusement de 1 a 20pb, de preference 
de 1 a lOpb et de, maniere tout a fait preferee, de I a 6pb. 

10 

On prefere tout particulierement, mettre en oeuvre des regions promotrices 
issues du gene ///;/// ou pho-f de Schizosaccharomyces pombe. 

Dans le cadre de la presente invention, on aura, de preference, recours a une 
15 premiere region promotrice issue du gene pho4 de Schizosaccharomyces 
pombe. Dans ce contexte, les inventeurs ont caracterise une region de regulation 
de 40pb localisee juste en amont de la TATA box. Ainsi, selon un mode 
avantageux t une region de regulation en usage dans la presente invention 
comprend au moins 17 nucleotides de la sequence telle que montree dans 
20 1'identificateur de sequence NO: 2 et debutant au nucleotide en position +603 et 
se terminant au nucleotide en position +642. La presente invention inclut 
egalement toute sequence capable de s'hybrider dans des conditions stringentes 
avec une telle sequence ainsi que son complementaire. Bien entendu, une 
region de regulation au sens de I'invention peut etre plus grande et comprendre 
25 plus de sequence de la region promotrice du gene pho4. 

A titre d'exemples non limitatifs, on peut envisager d'employer une region de 
regulation ayant une sequence telle que montree dans I'identificateur de 
sequence NO: 2, 

30 
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debutant au nucleotide en position +603 et se terminant au nucleotide 
en position +642 ; 

debutant au nucleotide en position +593 et se terminant au nucleotide 
5 en position +642 ; 

debutant au nucleotide en position +544 et se terminant au nucleotide 
en position +642 ; 

10 - debutant au nucleotide en position +496 et se terminant au nucleotide 

en position +642 ; 

debutant au nucleotide en position +444 et se terminant au nucleotide 
en position +642 ; 

15 

debutant au nucleotide en position +255 et se terminant au nucleotide 
en position +642 ; ou 

debutant au nucleotide en position +1 et se terminant au nucleotide en 
20 position +642. 

Une construction particulierement interessante est celle qui associe une region 
de regulation issue du gene pho4 de Schizosaccharomyces pom be et une region 
promotrice minimale issue du gene adh de Schizosaccharomyces pom be. Cette 

25 derniere correspond a la sequence telle que publiee dans Russel et al. (1983, 
supra) et comprise entre les nucleotides -1 19 a -12. II va de soit qu'etle peut 
comporter des modifications (mutation, deletion et/ou addition d'un ou 
plusieurs nucleotides) par rapport a la sequence publiee du moment que ces 
modifications ne reduisent pas d'une maniere drastique sa capacite a initier la 

30 transcription. 
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D'autre part, une premiere cassette d'expression en usage dans la presente 
invention peut, en outre, contenir d'autres elements contribuant a I'expression 
du premier fragment d'ADN, notamment une sequence de terminaison de la 
transcription telle que celle du gene arg 3 de Schizosaccharomyces pombe (Van 
5 HufTel et al., 1992, Eur. J. Biochem., 205, 33-43) ainsi qu'un enhancer de 
transcription fonctionnel dans la cellule consideree, par exemple, l'enhancer du 
gene IE1 du CMV. 

Une deuxieme cassette d'expression en usage dans la presente invention, code 
10 pour un produit activateur capable d'activer I'expression d'un premier fragment 
d'ADN place sous le controle d'une region promotrice regulable par la thiamine 
Le terme "produit activateur" designe un polypeptide capable d'interagir soit 
directement avec la region de regulation impliquee dans la regulation par la 
thiamine soit indirectement par I'intermediaire de facteurs cellulaires. II s'agit 
15 de preference d'un produit activateur agissant au niveau transcriptionnel. 
Differents genes ou parties de genes isoles de cellules eucaryotes variees et 
codant pour un produit activateur de I'expression des genes regulables par la 
thiamine peuvent etre utilises dans le cadre de la presente invention. De tels 
genes activateurs peuvent etre obtenus par toute technique conventionnelle dans 
20 le domaine de 1'art et, notamment, selon la technique decrite dans 1'exemple 2 
par complementation d'une cellule mutante presentant une absence de 
derepression de I'expression des genes normalement induits en absence de 
thiamine. 

25 Mais on prefere tout particuiierement mettre en oeuvre un gene issu de 
Schizosaccharomyces pombe codant pour un produit activateur ay ant la 
sequence telle que montree dans l'identificateur de sequence NO: 1 debutant a 
I'acide amine en position +1 et se terminant a l'acide amine en position +775 ou 
un variant fonctionnel dudit produit activateur. Par "variant fonctionnel", on 

30 entend un polypeptide capable d'exercer une fonction activatrice de I'expression 
des genes regulables par la thiamine. De tels variants fonctionnels peuvent etre 
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obtenus par mutation, deletion, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs 
residus acide amine. Ces modifications peuvent etre realisees selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire. La fonctionnalite du variant ainsi 
obtenu peut etre confirmee selon la technique indiquee dans 1'exemple 2, par 
5 transformation des fragments d'ADN codant pour chacun de ces variants dans 
des souches mutantes et mesure de la derepression par restauration d'une 
activite enzymatique appropriee. 

Un usage selon la presente invention, comprend le cas ou la deuxieme cassette 
10 d'expression est comprise dans un vecteur a replication autonome et, dans ce 
cas, le deuxieme fragment d'ADN peut etre sous la dependance soit de sa propre 
region promotrice, soit d'une deuxieme region promotrice heterologue audit 
fragment d'ADN. Selon une autre variante, la deuxieme cassette d'expression 
est inseree dans le genome de la cellule note, a la condition que le deuxieme 
15 fragment d'ADN soit place sous le controle d'une deuxieme region promotrice 
heterologue audit fragment d'ADN. 

S'agissant d'une deuxieme region promotrice heterologue, elle peut etre 
constitutive ou regulable, d'une origine quelconque du moment qu'elle soit 
20 fonctionnelle dans la cellule hote. Le choix d'une telle region promotrice est a la 
portee de I'homme du metier. On peut, neanmoins, citer les regions promotrices 
des genes adh et Jbp de Schizosaccharomyces pombe et du gene rEl du CMV. 

Cependant, il peut etre avantageux d'avoir recours a une deuxieme region 
25 promotrice regulable par la thiamine du type de la premiere region promotrice 
en usage dans la presente invention. 

Comme precedemment, la deuxieme cassette d'expression peut contenir d'autres 
elements necessaires a I'expression du deuxieme fragment d'ADN tels que ceux 
30 mentionnes ci-dessus. 



\ 
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Selon la variante, par ailleurs preferee, ou une ou plusieurs copie(s) de la 
deuxieme cassette d'expression est (sont) inseree(s) dans un vecteur 
d'expression, on emploie notamment un vecteur d'expression multicopie et, en 
particulier, un vecteur comprenant une ou plusieurs copie(s) de la premiere 
5 cassette d'expression. L'insertion de la deuxieme cassette d'expression en usage 
dans la presence invention se fait de preference en dehors de la premiere 
cassette d'expression proprement dite. Un tel vecteur peut comporter par 
ailleurs des elements assurant sa replication, c'est a dire une origine de 
replication telle que Torigine arsf de Schizosaccharomyces pom be et t de facon 

10 optionnelle, ori d'Escherichia colt. En outre, il peut egalemem comprendre des 
genes de selection, tels que le gene URA3 ou LEU2 de Saccharomyces 
cerevisiae, le gene ura4 ou feu I de Schizosaccharomyces pom be ou un gene de 
resistance a un antibiotique. On prefere tout particulierement mettre en usage 
un vecteur multicopie present entre 20 et 500 copies dans la cellule hdte, 

15 avantageusement entre 25 et 400 copies, et de preference entre 50 et 300 copies. 

Dans le cadre de la presente invention, les premieres et deuxiemes cassettes 
d'expression sont presentes dans une cellule hote seion un rapport en nombre de 
copies de 200:1, avantageusement de 25:1, de preference 10:1 et de maniere 
20 tout a fait preferee de 1:1. 

La presente invention s'etend egalemem aux cellules notes dans lesquelles on 
met en oeuvre un usage selon la presente invention et, en particulier, aux 
levures selectionnees parmi les souches suivantes Schizosaccharomyces pom be, 
25 Schizosaccharomyces sfoqfiae y Schizosaccharomyces maUdevorans, 
Schizosaccharomyces octospon/s et Hasegawaea japonicus. Un grand nombre 
de ces souches sont disponibles commercialement dans des organismes tels que 
TAFRC (Agriculture and Food Research Council, Norfolk, UK) ouTATCC 
(Rockville, MA, USA). 
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La presente invention concerne egalement une troisieme cassette d'expression 
comprenant un fragment d'ADN codant pour une proteine d'interet place sous le 
controle des elements necessaires a son expression, lesdits elements comportant 
une region promotrice regulable par la thiamine issue du gene pho-4 de 
5 Schizosaccharomyces pombe. Une telle region promotrice est defmie 
precedemment. 

La presente invention s'etend egalement a : 

10 (i) un vecteur d'expression comprenant une troisieme cassette 

d'expression selon 1'invention ; et 

(ii) une cellule hote comprenant une troisieme cassette d'expression ou un 
vecteur d'expression selon 1'invention. On prefere tout particulierement 
15 une cellule de levure avantageusement du genre Schizosaccharomyces 

et, de preference, de Tespecepo/n^e. 

Enfin, la presente invention vise egalement un procede de production d'une 
proteine d'interet par une cellule bote selon 1'invention, notamment une cellule 
20 de Schizosaccharomyces pombe \ selon lequel : 

on cultive dans un milieu approprie en absence de thiamine ladite 
cellule hote ; et 

25 - on recupere ladite proteine d'interet. 

Dans le cadre de 1'invention, la proteine d'interet peut etre recuperee 
directement dans le milieu de culture ou apres lyse des cellules selon les 
techniques conventionnelles. Par ailleurs, elle peut etre purifiee en appliquant 
30 les techniques standards connues de Thomme de Tart, par exemple et a titre 
indicatif, par chromatographic ou immunopurification. 
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Les exemples ci-apres permettront de mettre en evidence d'autres 
caracteristiques et avantages de la presente invention. Ces exempies sont 
illustres par reference aux figures suivantes : 

5 La Figure 1 est une representation schematique des cassettes pour ('expression 
du fragment d'ADN codant pour HV2 Lys 47 place sous la dependance d'une 
region promotrice regulable par la thiamine (pTG2734 et pTG2735), 
constitutive (pTG1757) ou non-fonctionnelle (pTGl758). 

10 La Figure 2 est une representation schematique d'un vecteur d'expression 
comportant une premiere cassette d'expression du variant Lys 47 de l'hirudine 
(H V2) sous le controle du promoteur phoA et un gene activateur (ACT) capable 
d'activer le promoteur pho4 t de meme qu'un origine de replication (ars) et des 
genes codant pour des marqueurs de selection (amp et selection). 

15 

La Figure 3 est une representation schematique des vecteurs de deletion de la 
region regulatrice (UAS) du gene pho4 (pTG4734 a pTG4738) et des vecteurs 
temoins (pTG2735 : region regulatrice pho4 complete ; pTG1758 : region 
promotrice minimale adh et pTG4766 : region promotrice minimale adh 
20 completee de 30pb de sequence 5' et d'un site Sail). La capacite de ces vecteurs 
a produire et secreter Thirudine (HV2) apres culture dans un milieu depourvu 
ou contenant de la thiamine (-thi ou +thi) est indique succintement (+ ou -). 

Les constructions decrites ci-apres sont realisees selon les techniques generales 
25 de genie genetique et de clonage moleculaire detaillees dans Maniatis et al. 
(1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY) L'ensemble des etapes de clonage mettant en oeuvre des 
plasmides bacteriens est effectue par passage dans la souche E. coli 5K. 

30 On utilise pour introduce les differents vecteurs dans les souches de 
Schizosaccharomyces pombe la technique a Pacetate de lithium (Ito et al., 1983, 



WO 95/24491 




PCT/FR95/00269 



J. Bacterid., /5J, 163-168). Mais toute autre technique standard peut etre 
employee. 

EXEMPLE 1 : Construction de vecteurs d'expression dans lesquels le gene 
5 codant pour le variant HV2 Lvs 47 est place sous le controle d'une region 
promotrice derivee du gene pho4 de Schizosaccharomyces pombe 

A. Vecteur pTG2734 dans lequet le gene HV2 Lys 47 est place sous le 
controle de la region promotrice isolee du gene pho4 de 
1 0 Schizosaccharomyces pombe. 

Le plasmide pEVpl 1 (Russell et Nurse, 1986, Cell, 45 145-153) contient 
la region promotrice du gene adh de Schizosaccharomyces pombe sous 
forme d'un fragment Sphl-EcoKl de 700pb, le site EcoRl etant situe dans la 

15 region 5' du gene adh 59pb en amont de 1'ATG initiateur. II est digere par 

les enzymes EcoRl et Nindlll et on introduit un fragment synthetique 
resultant de la reassociation des oligonucleotides simple brin OTG2781 et 
OTG2782 (decrits respectivement dans les SEQ ID NO: 3 et NO: 4) dans le 
but de completer la region promotrice adh jusqu'a 1 1 pb en amont de l'ATG 

20 initiateur et de creer des sites de restriction appropries facilitant les etapes 

de clonage ulterieures. On genere pTG1702 dans lequel on insere en aval 
de la region promotrice adh une sequence codant pour le signal de 
secretion de la phosphatase acide majeure de Schizosaccharomyces pombe 
(phol). Pour ce faire, un fragment d'ADN synthetique issu de ta 

25 reassociation des oligonucleotides OTG2872 et OTG2873 (SEQ ID NO: 5 

et NO: 6) est ligue a pTG1702 prealablement digere par BamHl et Sacl. On 
obtient pTG1716. 
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Ce dernier est modifie par I'insertion d'une sequence d'ADN codant pour le 
variant Lys 47 de l'hirudine (HV2 Lys47). pTG1716 est digere par Mlu\ et 
////id I II avant d'etre ligue d'une part a un fragment synthetique presentant 
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des extremites protuberantes MIul et Accl et resultant de la reassociation 
des oligonucleotides OTG2874 et OTG2875 (decrits respectivement dans 
les SEQ ID NO; 7 et NO: 8) et d'autre part a un fragment Accl-HindlU 
isole du vecteur pTG2974. Ce dernier porte notamment un fragment 
5 d'ADN codant pour HV2 Lys 47. 

On complete la cassette d'expression par 1'introduction en 3' du gene HV2 
Lys 47 d'une sequence terminatrice de transcription correspondant a la 
region 3' du gene arg3 de Schizosaccharomyces pom be. Un fragment Hpa\- 

10 ClaX de 0,92 kb est isole de pCVH3 (Van Huffe! et al. f 1992, Eur J. 

Biochem., 205, 33-43) puis traite au fragment Klenow de I'ADN 
polymerase. Ce fragment comporte les derniers codons du gene arg3 de 
Schizosaccharomyces pombe suivis de la sequence de terminaison de la 
transcription. II est insere dans pTG1702 digere par HindlU et dont les 

] 5 extremites ont ete rendues franches par traitement au fragment Klenow de 

I'ADN polymerase, pour donner pTG1746. 

pTGI746 est digere par Xbal, traite au fragment Klenow de I'ADN 
polymerase avant d'etre digere par BamHl. Le fragment comportant les 
20 sequences de terminaison de la transcription est introduit dans le vecteur 

pDW230 digere par EcoRI, soumis a un traitement au fragment Klenow de 
I'ADN polymerase puis digere par BamHl. On obtient pTG1751. 

Le vecteur pDW230 est similaire a pDW232 decrit dans la litterature 
25 (Weilguny et al., 1991, Gene, 99, 47-54). lis derivent tous deux de pGEM3 

dans lequel on a insere une origine de replication fonctionnelle dans 
Schizosaccharomyces pombe (origine arsJ) ainsi que le gene ura4 de 
Schizosaccharomyces pombe en tant que marqueur de selection ; a la 
difference que 1'introduction du fragment portant Torigine arsl au niveau 
30 du site Nael de pGEM3, donnam lieu a pDW230, a entralne une deletion 

de ce site jusqu'a la base 2862. 
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Le fragment Sph I -Sac\ comportant la region pro mot rice adh suivie de la 
sequence codant pour le signal de secretion phol et HV2 Lys 47 est isole 
de pTG1722. II est ensuite sous-clone entre les memes sites de pTG1751. II 
5 en resulte pTG1757 dans lequel l'expression de HV2 Lys 47 est contrdlee 

par la region promotrice adh et est done constitutive (Figure 1). 

D'autre pan, la region promotrice du gene pho4 de Schizosaccharomyces 
pombe est obtenue par PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir du clone 
10 pSp4B (Yang and Schweingruber, 1990, Current Genet., 18, 269-272) et a 

l'aide des amorces OTG3569 comportant un site SphX (SEQ ID NO: 9) et 
OTG3239 muni d'un site BamHJ (SEQ ID NO: 10). 

Le fragment Sphl-BamHl ainsi genere est substitue au fragment Sph\- 
15 BamHX portant la region promotrice adh de pTG1757 pour donner 

pTG2734 (Figure 1). 

B. Construction de vecteurs d 'expression de HV2 Lys 47 comprenant une 
region promotrice hy bride "pho-f-adh" et caracterisation des regions du 
20 gene pho4 impliquees dans la regulation par la thiamine. 

On isole par PCR et a partir du vecteur pTG2734, un fragment de 642 pb 
comportant les sequences 5' flanquantes du gene pho4 de 
Schizosaccharomyces pombe situees en amont de la TATA box. On met en 
25 oeuvre les amorces OTG3569 (SEQ ID NO: 9) et OTG3210 (SEQ ID NO: 

n). 

Le fragment PCR Sphl-Ncol ainsi obtenu, est introduit dans pTG1757 
digere par les memes enzymes pour donner pTG2735 (Figure 1). 
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Afin de localiser les regions regulatrices du gene pho4 responsables de la 
regulation par la thiamine , un certain nombre de fragments PCR ont ete 
generes a partir de pTG2734 et de Tamorce OTG3210 precedemment 
decrite combinee a Tune des amorces suivantes (voir tableau 1) : 

5 

Tableau 1 



Amorces 


Vecteur d'expression 


Taille de la region 5' 
pho4 synthetisee 


OTG4645 (SEQ ID NO 


12) 


pTG4734 


50 pb 


OTG4646 (SEQ ID NO 


H) 


pTG4735 


99 pb 


OTG4647 (SEQ ID NO 


14) 


pTG4736 


147 pb 


OTG4648 (SEQ ID'NO 


15) 


pTG4737 


199 pb 


OTG4649 (SEQ ID NO 


16) 


pTG4738 


388 pb 



15 

Chacun des fragments PCR Sph\-Nco\ genere est sous clone comme 
precedemment dans le vecteur pTG1757 traite par les memes enzymes. 
Une representation schematique de ceux-ci fait 1'objet de la Figure 3. 

20 Enfin, on genere le vecteur pTG5701 par introduction dans pTG1757 d'un 

fragment d'ADN muni d'extremites Sph\ et Nco\ et provenant de la 
reassociation des oligonucleotides OTG4924 et OTG4925 (SEQ ID NO: 17 
et 18). Ainsi dans pTG5701, l'expression de HV2 Lys 47 est place sous le 
controle d'une region de regulation de 40 pb du gene pho4 precedant la 

25 TATA box du gene adh. 

C. Construction d'un vecteur d'expression de HV2 Lys 47 comprenant une 
region promotrice hybride "pho4-adh" et dans laquelle la region de 
regulation pho4 est en orientation anti-sens par rapport a la TA TA box du 
30 gene adh. 
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Le vecteur pTG4734 est digere par Sphl et Ncol puis traite a l'ADN 
polymerase T4 puis religue. On verifie par sequencage selon les methodes 
traditionnelles, les clones comportant une copte d'une region de regulation 
5 du gene pho4 de 50 pb mais en orientation reverse par rapport au vecteur 

d'origine pTG4734 et done a la TATA box du gene adh. 

£). Construction de vecteur s d'expression de HV2 Lys 47 comprenant une 
region promotrice hybride "pho4-adh" incluant plusieurs regions de 
10 regulation pho4 de 50 pb en tandem. 

Un fragment d'ADN correspondant a une region de regulation du gene 
pho4 de 50 pb muni a ses deux extremites d'un site de restriction BgH y est 
genere par reassociation des oligonucleotides OTG5296 et OTG5297 (SEQ 

15 ID NO: 19 et 20). L'etape de rehybridation des deux oligonucleotides est 

suivie d'une etape de ligation puis d'un traitement a l'ADN polymerase de 
T4. Le melange reactionnel est ensuite ligue au vecteur pTG1757 (en 
rempiacement du fragment correspondant) prealablement digere par Sphl et 
Ncol et traite a l'ADN polymerase de T4. On verifie par sequencage, dans 

20 les clones obtenus, le nombre d M, unites M de 50 pb de pho4 ainsi que leur 

orientation. Cest ainsi que Ton genere pTG8607, pTG8608 et pTG8609 
comprenant respectivement 1, 2 et 3 copies de region de regulation de 50 
pb en orientation anti-sens par rapport a la TATA box du gene adh. 

25 EXEIvTPLE 2 : Construction de vecteurs d'expression du gene HV2 Lvs 47 
comportant en outre le cene activateur de Schizosaccharomvces pom be. 

A. clonage du gene activateur de Schizosaccharomyces pombe. 
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Le gene codant pour un produit activateur capable d'activer 1'expression des 
genes regulables par la thiamine est isole par complementation d'une 
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souche mutante de Schizosaccharomyces pombe presentant une absence de 
derepression de I'expression du gene pho4 en Pabsence de thiamine. On 
isole des fragments genomiques partiellement digeres par Sau3A d'une 
souche de Schizosaccharomyces pombe de type sauvage. lis sont clones 
5 dans le site BamHX du vecteur pUR19 (Barbet et al., 1992, Gene, IN, 59- 

66) puis introduits dans la souche mutante //»/'! -23 uraA D18 pho\-AA 
(Schweingruber et al., 1992, Genetics, 130, 445-449). 

Les transformants sont selectionnes pour la prototrophic pour Puracile et le 
5-(2 hydroxyethyl)-4-methylthiazole (Zurlinden et Schweingruber, 1992, 
Gene, 117, 141-143). 14 transformants sont obtenus et leur ADN 
plasmidique est isole selon le protocole decrit dans Moreno et al. (1991, 
Methods in Enzymology, 79-/, 795-823). L'ADN est ensuite amplifie dans 
Escherichia coli selon les methodes standards (Maniatis et al., 1982, 
Molecular cloning : a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY). Quatre transformants presentent un insert de 4 
kb qui, apres transformation dans la souche mutante precedente, est 
capable de supprimer Pabsence de derepression. Ceci se traduit par la 
restauration d'une activite phosphatase acide dans un milieu depourvu de 
thiamine, mesuree selon la technique decrite dans Schweingruber et al. 
(1986, J. Biol. Chem., 261 \ 15877-15882). II est done probable que I'insert 
de 4 kb comprenne un gene activateur de I'expression des genes regulables 
par la thiamine timtl et pho4. 



10 



15 



20 



25 On determine la sequence de la majorite de I'insert selon les techniques 

conventionnelles connues de 1'homme de Part. Les donnees permettent de 
mettre en evidence un cadre de lecture ouvert de 775 residus dont la 
sequence est reportee dans Pidentificateur de sequence NO :1 (SEQ ID 
NO :1). 
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B. Usage combine du gene activateur de Schizosaccharomyces pom be et 
d'une cassette d 1 expression de HV2 Lys 47 sous le con/role d'une 
region promotrice issue du gene pho4. 

5 Le fragment Sphl-EcoRl est isole du plasmide pUR19 comprenant 1'insert 

de 4 kb et traite par 1'ADN polymerase T4 avant d'etre introduit dans des 
vecteurs d'expression replicatifs multicopies de Schizosaccharomyces 
comportant une cassette d'expression controlee par le promoteur pho4 ct 
des marqueurs de selection appropries. Un vecteur de ce type est represente 
10 dans la Figure 2. 

C. Usage combine du gene activateur de Schizosaccharomyces pom be et 
d'une cassette d'expression de HV2 Lys 47 sous le controle d'une region 
promotrice issue du gene nmtl. 

15 

On genere un fragment PCR de 188 pb a partir de l'ADN genomique isole 
d'une souche de Schizosaccharomyces pombe par les techniques 
conventionnelles. On utilise les oligonucleotides OTG5217 et OTG3028 
(decrits respectivement dans les SEQ ID NO : 21 et 22). On introduit le 
20 fragment Sphl et BamHl ainsi genere entre les memes sites du vecteur 

pTG1757. On obtient le vecteur pTG5774. 

Le fragment d'ADN codant pour le produit activateur est insere dans un 
vecteur replicatif multicopie de Schizosaccharomyces comportant 
25 notamment une cassette d'expression controlee par le promoteur nmtl. 

EXEMPLE 3 : Production de HV2 Lvs 47 en fonction du plasmide utilise. 
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Les vecteurs d'expression des exemples 1 et 2 sont introduits dans une souche 
de Schizosaccharomyces et on evalue le niveau d'expression du fragment 
d'ADN codant de l'hirudine selon la methodologie mentionnee ci-dessous. 



WO 95/24491 



PCT7FR95/00269 



- 22 - 

Une souche de Schizosaccharomyces pombe, par exemple la souche D18 
disponible a I'AFRC sous la reference 2036, est transformee par ies vecteurs 
d'expression precedemment cites. On utilise a titre de controle negatif la meme 
souche transformee en parallele par le vecteur pTG!758 (Figure 1) comportant 
5 une region promotrice tronquee reduite a la region promotrice minimale du 
geneacfh. Le controle positif d'expression est constitue par pTGl 757 permettant 
une expression constitutive de HV2 Lys 47, sous le controle de la region 
promotrice du gene adh. 

10 Les souches transformers sont cultivees dans un milieu Kappeli supplemente 
avec 2% de glucose et un melange de vitamines comprenant notamment de la 
thiamine a une concentration finale de 0,002g/l (milieu thi+). Lorsque les 
cultures atteignent une DO (densite optique) a 600nm comprise entre 1 et 2, 
elles sont diluees a une DO d'environ 0,05 soit dans du milieu thi+ de 

15 composition telle qu'indiquee ci-dessus, soit dans un milieu Kappeli 
supplemente avec 2% de glucose et un melange de vitamines depourvu en 
thiamine (milieu thi-). Des aliquotes de culture sont prelevees regulierement 
durant la phase exponentielle de croissance ainsi qu'en fin de croissance (DO 
600nm comprise entre 7 et 9). 

20 

On determine pour chaque echantillon preleve, la quantite d'hirudine secretee 
dans le milieu de culture. Bien qu'il soit possible de doser l'hirudine pax toutes 
les techniques conventionnelles, on utilise la technique ELISA telle que decrite 
dans Koch et al., (1993, Analytical Biochemistry, 214, 301-312) en mettant en 

25 oeuvre le couple d'anticorps monoclonaux MATG102 et MATG106 et, de 
Thirudine titree comme decrit dans la reference precitee. Par ailleurs, on peut 
egalement evaluer le niveau d'expression de l'hirudine par analyse Northern des 
ARNm isoles des cellules de Schizosaccharomyces pom be. On met en oeuvre 
une sonde capable de s'hybrider specifiquement avec les sequences codant pour 

30 HV2 Lys 47, par exemple une sonde issue du fragment Accl-Sacl de pTG1757. 
Mais d'autres sondes, telles que des oligonucleotides, peuvent etre employees. 
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La tableau 2 resume les niveaux d'hirudine secretee par Schizosaccharomyces 
pombe transformee par chacun des plasmides indiques et selon que le milieu de 
culture contient de la thiamine ou non (thi+ ou thi-) (voir egalement Figure 3). 

5 Tableau 2 



Vecteur 


Region 5' 
phoA 


Orientation 


TATA box 


Niveau de HV2 Lys47 










thi+ 


thi- 


pTG1757 






adh 


+++ 




pTG!758 






adh 






pTG5701 


40pb 


sens 


adh 




-M- a +++ 


pTG4734 


50pb 


sens 


adh 




i 1 1 


pTG4735 


99pb 


sens 


adh 




+++ 


pTG4736 


147pb 


sens 


adh 




-H-+ 


pTG4737 


199pb 


sens 


adh 




+++ 


pTG4738 


388pb 


sens 


adh 




-M- 


pTG2735 


642pb 


sens 


adh 




H— 1— h 


pTG2734 


642pb 


sens 


pho4 




1 1 ! 


PTG4770 


50pb 


antisens 


adh 




1 1 ! 



20 

Des estimations de la quantite d'ARMm HV2 Lys 47 par Northern blot 
confirment ces resultats. 

25 D'autre part, lorsqu'on analyse par Northern blot les ARNm presents dans les 
cellules de Schizosaccharomyces pombe transformers par pTG8607, pTG8608 
ou pTG8609 et cultivees en presence de thiamine, on ne peut detecter de signal 
d'hybridation. Par contre lorsque les cellules sont cultivees dans un milieu 
depourvu de thiamine, on observe une forte augmentation de la quantite 

30 d'ARNm HV2 Lys 47. L'intensite du signal d'hybridation correle le nombre de 
copies de la sequence pho4 de 50 pb. 
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L'ensemble de ces resultats montre qu'en presence de thiamine, 1'expression du 
gene d'interet est reprimee alors qu'en son absence on observe une forte 
induction, se traduisant' par la presence d'une quantite importante d'hirudine 
secretee dans le milieu de culture. 

5 

D'autre part, ces experiences ont permts d'identifier une region de regulation, 
que I'on peut qualifier de minimaJe, comprise dans la region promotrice du gene 
pho4 de Schizosaccharomyces pombe et responsable de la regulation par la 
thiamine. Cette region de 40 a 50 pb est situee en amont de la TATA box et est 
10 suffisante, a elle seule, pour conferer une telle regulation (repression en 
presence de thiamine et derepression en absence de thiamine). Le fait que cette 
region fonctionne quelle que soit son orientation vis a vis de la TATA box est 
inattendu. 

15 Enfin, la presence de plusieurs copies de cette region minimale en amont d'une 
TATA box a un efTet synergique sur le niveau d'expression, effet qui semble 
correler le nombre de copies de cette region. 

EXEMPLE 4 : Construction d'un vecteur d'expresskm de la proteine CFTR sous 
20 le com role d'une region promotrice hvbride H pho4-adh" . 



Le vecteur pTG5960, issu du p poly IIM* (Lathe et a!., Gene, 1987, 57, 193- 
201) et modifle par I'insertion de la sequence codant pour la proteine CFTR 
humaine dont la sequence en acide amine est divulguee dans Riordan et al 
25 (1989, supra), est digere par les enzymes Aval et Xhdl. Le fragment A vqI~J@?&1 
comprenam la sequence nudeotidique codant pom Ja proteine CFTR est tra&te 
par Je grand fragment Klenow de TADN polymerase et insere dans )e vecteur 
d' expression de Schizosaccharomyces pombe pTG2735 djgere par Sacl et 
BamHl et traite par I'ADN polymerase T4. On genere pTG5999. 
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Le fragment Aval-Xhol-K\enow est introduit en parallele dans le vecteur 
pTG1702 digere par BamUl et traite au grand fragment Klenow de 1'ADN 
polymerase pour donner pTG1753 (expression constitutive du gene CFTR sous 
le co nt role de la region promotrice du gene adh de Schizosaccharomyces 
5 pombe). 

Apres transformation de Schizosaccharomyces pombe D18 par pTG1753, aucun 
transformant ne produit de proteine CFTR. L'anaiyse par cartographie de 
restriction montre que les plasmides isoles des transformants sont rearranges, 
10 par exemple au niveau de la sequence CFTR. Ces resultats indiquent que 
l'expression de la proteine CFTR est probablement toxique pour les cellules. 

Apres introduction de pTG5999 dans la souche Schizosaccharomyces pombe 
D18 selon le protocole indique precedemment, les transformants sont cultives 

15 en presence ou en absence de thiamine. Des aliquotes de cellules sont prelevees 
au cours du temps et la production de la proteine CFTR determinee par Western 
blot (Dalemans et al., 1992, Experimental Cell Research, 201, 235-240). Aucun 
signal n'apparalt dans les cultures placees dans un milieu thi+ (repression de 
l'expression due a la presence de thiamine), alors qu'on detecte une bande ayant 

20 la masse moleculaire attendue dans les cultures realisees en absence de 
thiamine. 

Ces resultats montrent Tutilite de la region promotrice issue du gzntphoJ pour 
la production de proteines toxiques. 

25 

RXEMPLE 5 : Influence de la positio n de la region 50pb du gene phoA 
responsable de la regulation par la thiamine oa r rapport a la TATA box. 

Afin de determiner si la proximite de cette region vis a vis de la TATA box est 
30 requise pour les fonctions d'activation et de repression, elle a ete donee a deux 
autres positions plus eloignees de la TATA box adh. 
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Le plasmide pTG6726 est obtenu par digestion de pTG4734 par 1'enzyme de 
restriction Ncol y traitement a l'ADN polymerase du phage T4 et ligation. Dans 
ces conditions, l'unite 50pb phoA se trouve separe par lOpb de la TATA box du 

gene adh. 

5 

Le vecteur pTG5786 provient du clonage du fragment Sphl-Ncol isole de 

pTG4734 et portant ('unite 50pb phoA dans le site Sail du pTG4766, apres 

traitement par l'ADN polymerase T4. De ce fait, apres ligation la distance 
separant l'unite 50pb de la TATA box adh est de 40 pb. Le plasmide pTG4766 
10 derive du pTG1757 par introduction d'un site Sail 30pb en amont de la TATA 

box adh. Cette modification n'a aucun effet sur 1'activite du promoteur adh et la 
deletion des sequences situees en amont du site Sail (tel que realise dans le 

pTG4766) inhibe 1'activite promotrice (comportement comparable a pTG1758). 

15 Enfm le vecteur pTG5787 a ete construit d'une maniere similaire a la difference 
que l'unite 50pb pho4 est clone dans l'orientation inverse. Dans ce cas 

l'eloignement par rapport a la TATA box est de 36pb. 

Les plasmides pTG6729, pTG5786 et pTG5787 ont ete introduits dans la levure 
20 D18. Apres culture en presence ou en absence de thiamine, les transcrits 
synthetases par ces differents transformants ont ete analyses par Northern-blot. 
La quanttte de transcrits presents dans la souche transformed avec le pTG6729, 
en absence de thiamine, est inferieure a celle obtenue avec la souche portant le 
plasmide pTG4734, mais, en presence de thiamine, la repression est conserves 
25 En ce qui concerne les souches transformers avec les plasmides pTG5786 et 
pTG5787 l'efficacite de transcription est comparable quelles que soient les 
conditions de culture (plus ou moins thiamine), et elle est semblable a celle 
mesuree dans la souche portant le pTG4734 en absence de thiamine. 
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Ainsi, Peloignement de lOpb de l'unite 50pb par rapport a la TATA box adh 

diminue sa capacite a activer la transcription, mais ne modifie pas la repression 
par la thiamine. Par contre, lorsque celle-ci se trouve eloignee de 40pb de la 
TATA box, ses proprietes d'activation restent intactes mais elle devient 
5 incapable de reprimer la transcription. 

II apparait que la proximite entre la region regulatrice de 50pb du gene/7/io4 et 
la TATA box est necessaire pour que la repression par la thiamine soit efficace. 



10 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATION GENERALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Transgene S.A. 

(B) RUE: 11 rue de Molsheim 

(C) VILLE: Strasbourg 
<D) PROVINCE: France 

(E) PAYS : France 

(F) CODE POSTAL : 67082 

' (G ) TELEPHONE : (33) 88 27 9i 00 
(H) TELECOPIE: (33) 88 22 58 07 

<ii) TITRE DE L * INVENTION: Usage combine de deux cassettes 
d ' expression 

pour la production d'une proteine d'interet 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 22 

(iv) FORME LIS IBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D» EXPLOITATION: PC -DOS /MS-DOS 

{ D ) LOGICIEL: Patentln Release ffl.O, Version #1.25 ( OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 775 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : 

(A) ORGANISME: Schi zosaccharomyces pombe 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Met Asn Glu Glu lie Gly Phe Leu Lys Asn Gin Leu Phe Ala Asp Val 
15 10 15 

Lys Asp Leu Glu Arg Lys Lys Lys Arg Arg Val Pro Pro Glu Gin Arg 
20 25 30 

Arg Arg Val Phe Arg Ala Cys Lys His Cys Arg Gin Lys Lys lie Lys 
35 40 45 

Cys Asn Gly Gly Gin Pro Cys He Ser Cys Lys Thr Leu Asn He Glu 
50 55 60 

Cys Val Tyr Ala Gin Lys Ser Gin Asn Lys Thr Leu Ser Arg Glu Tyr 
65 70 75 80 



WO 95/24491 



PCT/FR95/00269 



-29- 



Leu Glu Glu Leu Ser Glu Arg Gin Leu Cys Leu Glu Tyr lie Phe Ser 
85 90 95 

Arg Met Cys Pro Asn Phe Asn Leu Glu Thr Lys Asn Leu lie Ser lie 
100 ' 105 110 

Ser Lys Lys Leu Ser Glu Asn Glu Asn Leu Pro Val Ser Lys lie Ala 
115 120 125 

Glu Val Thr Asn Glu Leu Asp Thr Leu Val Arg lie Asn Asp Gin Leu 
130 135 140 

Ser Arg Asn His lie Ser Gly Thr Thr Glu Glu Met Gin Ser Ser Ser 
145 150 155 160 

Ser Leu lie Ala Gly Glu Val Gin Pro Gly lie Ser Phe Arg Asp Gin 
165 170 175 

Leu Lys Val Gly Lys Leu Glu Asp Thr Leu Tyr Leu Gly Pro Thr Thr 
180 185 190 

Ser Glu Ala Phe He Glu Arg Leu Gin Asn Glu Leu Glu Leu Glu Ser 
195 200 205 

He Ser Glu Asp Asp Leu Tyr Ser Lys Arg Leu Ser Pro Ser Val Ser 
210 215 220 

Tyr Ser Glu Phe Asp Glu Gin Leu Leu Leu His Ala Arg Ser Leu He 
225 230 235 240 

Pro Ser Lys Ala Val Val Glu Phe Leu He Asn Ser Phe Phe He Asn 
245 250 255 

Val Gin Thr Asn Leu Phe Val Tyr His Pro His Phe Phe Lys Cys Arg 
260 265 270 

Leu Glu He Phe Leu Ala Met Glu Asn Gin He Asp Ala Gly Phe Leu 
275 280 285 

Cys He Leu Leu Met Val Leu Ala Phe Gly Asn Gin Tyr Thr Ala Glu 
290 295 300 

Gin Gin Glu Asp Val Ser Lys Ser Asn Phe His Ala Ser Asn He Gly 
305 310 315 320 

Asn Arg Leu Phe Ser Ala Ala Leu Ser He Phe Pro Leu Val Leu Leu 
325 330 335 

Gin Ser Asp Val Ser Ala Val Gin Ser Ser Leu Leu He Gly Leu Tyr 
340 345 350 

Leu Gin Ser Thr He Tyr Glu Lys Ser Ser Phe Ala Tyr Phe Gly Leu 
355 360 365 

Ala He Lys Phe Ala Val Ala Leu Gly Leu His Lys Asn Ser Asp Asp 
370 375 380 

Pro Ser Leu Thr Gin Asn Ser Lys Glu Leu Arg Asn Arg Leu Leu Trp 
385 390 395 400 

Ser Val Phe Cys lie Asp Arg Phe Val Ser Met Thr Thr Gly Arg Arg 
405 410 415 
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Pro Ser lie Pro 
420 

Pro Asp Leu Glu 
435 

Ala Val lie Asn 
450 

Tyr Trp Asn Pro 
465 

Arg lie Tyr Ala 



Val Val Phe Asp 
500 

Ala His Val Gin 
515 

Val lie Met Val 
530 

Arg Arg Tyr lie 
54 5 

lie Ala His Leu 



Phe Gly Leu His 
580 



Leu His Tyr Glu 
595 

Trp Gin Val Leu 
610 

Ser Leu Asn Tyr 
625 

Ala Pro Asp lie 



Asn Trp Gin Ser 
660 

Thr Phe Lys Leu 
675 

Asn Glu Ala Phe 
690 

Pro Gly Leu Asn 
705 

Pro Glu Thr Phe 



Gin Trp Thr Ala 
740 



Leu Glu Cys lie 



lie Pro Gly Ser 
440 

Leu Ala Lys Leu 
455 

Ser Pro Ser Phe 
470 

Arg Leu Glu Leu 
485 

Glu Ser Ala Val 



Met lie Tyr Asp 
520 



Lys Lys Leu Lys 
535 

Gin Leu Cys Val 
550 

Leu Leu Thr His 
565 

Val Pro Phe Ala 



Asn Ser Gin Asp 
600 

Glu Phe Leu Ser 
615 

Leu Lys Ser Phe 
630 

Asn Asn Pro lie 
645 

Trp Val Gly Asp 



Thr Gly Glu ser 
680 

Gin Pro Phe Asp 
695 

Lys Ser Tyr Val 
710 



Leu Pro Asp Pro 
725 

Pro Thr Phe Leu 



Ser lie Pro Tyr 
425 

Gin Ser lie Val 



Thr Asn Glu He 
460 

Glu Ser Gin Val 
475 

Trp Lys Ser Asp 
490 

Gin His Pro Leu 
505 

Asn Ala He Met 



Asp Lys Asp Leu 
540 



Glu Ser Ala Thr 
555 



Lys Cys Leu Ser 
570 

Ser Ala Pro lie 

585 

He Gin Ala Val 



Ser Arg Cys Glu 
62 0 



Asn Lys Gin Leu 
635 

Ala Asp Phe Gin 
650 

Met Ser His Gly 
665 

Ser Asn Gly Ser 



Gin Thr Ser Ser 
700 

Ser Asn Gin Pro 
715 

Val Leu Asn Leu 
730 

Ser Trp Thr Glu 
745 



Pro Val He Leu 
430 

Glu Asn Met Arg 
445 

Cys Asp Ser Leu 



Asn Ser Val Arg 
480 

Leu His Ser Ser 
495 

Phe Arg Ser Asn 
510 

Leu Thr Thr Arg 
525 

Thr Ala Glu Asn 



Arg Val He Asn 
560 

Ser Leu Ser Phe 
575 

Leu Leu Leu Ser 
590 

Val Thr Lys Leu 
605 

Phe Ala Arg Glu 



Ser Arg Arg Asn 
640 

Asn Ser Phe Gin 
655 



Asp Met Leu Ser 
670 

Asn Ser Thr Pro 
685 

Leu Tyr Asn Val 



Ser Leu Leu Thr 
720 

Glu Val Asp Lys 
735 



Leu Leu Gly Pro 
750 
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Thr Asn Val Ser Glu Gin Ser Ser His Thr Ala Glu Gin Thr Ser Asn 
7S5 760 . "765 

Leu Thr Leu Glu Lys. Asn Gly 
770 775 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 642 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: gene pho4 de Schizosaccharomyces pombe 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CTAATAAATT AAATTGTTGG AT C TT ACT AA AGACTAAATA TTAATAATAA TTTTCTCCCA 60 

AGCTATTTAT ATACATATTA GAAGCAATTT GCAAAGATAG CAGACTAATA CTCTTCAATG 12 0 

CCCAACTTCT TATTAGTGAT AT AC AT GT AA AAATATCTTT ATTATGCAAT AT TAT GTAGC 18 0 

AGCTCGTACA ATGTTT GC AC ATCTTTACAC AATAGTATTC ATTTTGTATT ACATTAT CAT 2 4 0 

TTATAATTCC ATTTCACAGA GAGTAGGCAT TGCTATTATA TAATATAAAT TTATATAAAA 30 0 

CAAAAAGACT GCAAAAT CAT TTCCAACTGA AACTTCGTTC TTTAGTTCTA TTAAATTATT 360 

AAGTATT GGA ATATCAGATT TTTGTAAGTT CAGTAATAAT AAT AT C ATT A T ATT AC AC C G 42 0 

TT GT ATT ATT AATCGCATAA TAT TACT GTA ACACTTTGTC CGTAATTTGC ATCGTTATTT 48 0 

CAGTTAACAA TTGTGGGTCC AAAATCTTAA AGTCTAATAG C GAACT ACAC CAGGTTTGCA 54 0 

ACTT CATTCA TTTTTT TT AA TTCCAATGTA GTCGTGCCGA AAT CAGACTT TGGTTTGGTG 600 

GTAGCCGGGG TGCTTAGTGT TAGCAGATAT CCGGATTGAT TG 64 2 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 79 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 
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<vi> ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique OTG2781 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 3: 
AATTCCATTG TCTTGACTAT CACAAACTTT TAAGTCTTTT CTTTTTTGGA TCCACACCAT 60 
GGAGCTCCCG GGAGATCTA 79 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 79 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE; NON 
(iix) ANTI-SENS: OUI 

(Vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG2782) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
AGCTTAGATC TCCCGGGAGC TCCATGGTGT GGATCCAAAA AAGAAAAGAC TTAAAAGTTT 60 
GTGATAGTCA AGACAATGG 79 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 74 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG2872) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GATCCAACCA CATAATGTTC TTGCAAAATT TATTCCTTGG CTTTTTGGCC GTCGTTTGTG 60 

CCAACGCGTG AGCT 7 4 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 66 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D> CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG2873) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CACGCGTTGG CACAAACGAC GGCCAAAAAG CCAAGGAATA AATTTTGCAA GAAC ATT AT G 
TGGTTG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 11 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
{C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D> CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG2874) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7; 
CGCGATTACG T 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 9 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG2875) 



WO 95/24491 



PCT/FR95/00269 



- 34 - 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
ATACGTAAT 

(2) INFORMATION POUR La' SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 43 paires de bases 

( B ) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: oligonucleotide synthetique (OTG3569) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
TTTGGGCATG CGTCTTTTGA TGCTAAATAA ATTAAATTGT TGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 43 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii> TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: oligonucleotide synthetique (OTG3239) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

GAGAAAT AC C ACTTAACTTC AT GG AT CC C G AGAAAAAACA ATG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
.(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) ANTI-SENS: OUI 
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(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG3210) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEC ID NO: 11: 
CCCAAACCAT GGCAATCAAT CCGGATATCT GCTAAC 36 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D> CONFIGURATION: lineaire 

(ii> TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG4645) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
AAACAAGCAT GCGTTTGGTG GTAGCCGGGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(Vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG4646) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
AAACAAGCAT GCTCATTCAT TTTTTTTAAT TCCAATGTAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI -SENS ; NON 
(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (0X04647) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

AAACAAGCAT GCGGTCCAAA TCTTAAAGTC TAATAGCG 38 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 
{ B) TYPE : acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
tiii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS : NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG4646) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
AAACAAGCAT GCTACTGTAA CACTTTGTCC GTAATTTGC 3 9 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE : acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME : oligonucleotide synthetique (OTG4649) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

AAACAAGCAT GCCACAGAGA GTAGGCATTG CTATT 3 5 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 
IB) TYPE: acide nucleique 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DC MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG4924) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
CAGCCGGGGT GCTTAGTGTT AGCAGATATC CGGATTGATT GC 42 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 paires de bases 

( B ) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
<iii> ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG4925) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
CATGGCAATC AATCCGGATA TCTGCTAACA CTAAGCACCC CGGCTGCATG 50 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 72 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG5296) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
CGGCCCATGG TTTGGTGGTA GCCGGGGTGC TTAGTGTTAG CAGATAT CCG GATTGATTGC 60 
CATGGGCCTC TC 72 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 72 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS : OUI 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: oligonucleotide synthetique (OTG5297) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
AGGCCCATGG CAATCAATCC GG AT AT CT G C TAACACTAAG CACCCCGGCT ACCACCAAAC 
CATGGGCCGG AG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG5217) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
CCCAAAGCAT GCAAGCTTAA AGGAATCCGA TTGTCATTC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide synthetique (OTG3028) 
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<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
ATCTTGTTAG TAGCCATGGA TC,CGATTTAA CAAAGCG 
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Revendications 

1 . Usage combine en vue 'de la production d'une proteine d'interet, 

5 (a) d'une premiere cassette d'expression comportant un premier fragment 
d'ADN codant pour ladite proteine d'interet, place sous le controle des 
elements necessaires a son expression ; lesdits elements comprenant 
notamment une premiere region promotrice regulable par la thiamine , et 

10 (b) d'une deuxieme cassette d'expression comportant un deuxieme fragment 
d'ADN codant pour un produit activateur des genes regulables par la 
thiamine, place sous le controle des elements necessaires a son expression 
qui comprennent une deuxieme region promotrice ; ladite deuxieme 
cassette d'expression etant inseree (i) dans un vecteur muiticopie ou (ii) 

15 dans le genome cellulaire et dans le cas (ii) caracterise en ce que ladite 

deuxieme region promotrice est heterologue audit fragment d'ADN 
codant pour ledit produit activateur. 

2. Usage selon la revendication 1, selon lequel ladite premiere cassette 
20 d'expression et ladite deuxieme cassette d'expression sont presentes selon un 

rapport en nombre de copies de 200:1, avantageusement de 25:1, de 
preference 10: 1 et, de maniere tout a fait preferee, de 1:1. 

3. Usage selon la revendication 1 ou 2, selon lequel le deuxieme fragment 
25 d'ADN code pour un produit activateur ayant la sequence telle que montree 

dans Tidentificateur de sequence NO: 1 debutant a I'acide amine en position 
+ 1 et se terminant a 1'acide amine en position +775 ou un variant fonctionnel 
dudit produit activateur. 

30 4. Usage selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, selon lequel ladite 
deuxieme region promotrice est heterologue audit fragment d'ADN codant 
pour ledit produit activateur et regulable par la thiamine. 
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5. Usage selon la revendication 4, selon lequel les premiere et/ou deuxieme 
regions promotrices regulables par !a thiamine sont issues des genes 
selectionnes parmi le groupe constitue par les genes pho4 et nmtl de 

5 Schizosaccharomyces pom be. 

6. Usage selon la revendication 5, selon lequel les premiere et/ou deuxieme 
regions promotrices regulables par la thiamine sont issues du gene pho4 de 
Schizosaccharomyces pom be. 

10 

7. Usage selon Tune quelconque des revendications 4 a 6, selon lequel les 
premiere et/ou seconde regions promotrices regulables par la thiamine 
comprennent au moins une region de regulation conferant la regulation par la 
thiamine, ladite region de regulation etant placee en amont d'une region 

1 5 promotrice minimale. 

8. Usage selon la revendication 7, selon lequel ladite region de regulation est 
placee immediatement en amont de la TATA box d'une region promotrice 
minimale. 

20 

9. Usage selon la revendication 7 ou 8, selon lequel les premiere et/ou deuxieme 
regions promotrices regulables par la thiamine comprennent de 1 a 25, 
avantageusement de 1 a 7, et de preference, de 1 a 4 regions de regulation. 

25 1 0. Usage selon Tune quelconque des revendications 7 a 9, caracterise en ce que 
la ou les region(s) de regulation est (sont) dans une orientation sens ou anti- 
sens par rapport a ladite region promotrice minimale. 

1 1. Usage selon Tune quelconque des revendications 7 a 10, selon lequel la ou les 
30 region(s) de regulation est (sont) issue(s) du gene pho4 de 
Schizosaccharomyces pom be. 
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12. Usage selon la revendication II, selon lequel la region de regulation 
comprend au moins 17 nucleotides d'une sequence telle que montree dans 
ridentificateur de sequence NO: 2 et debutant au nucleotide en position +617 
et se terminant au nucleotide en position +642. 

5 

13. Usage selon la revendication 12, selon lequel la region de regulation a la 
sequence telle que montree dans l'identificateur de sequence NO: 2 

debutant au nucleotide en position +603 et se terminant au nucleotide en 
10 position +642 ; 

debutant au nucleotide en position +593 et se terminant au nucleotide en 
position +642 ; 

15 - debutant au nucleotide en position +544 et se terminant au nucleotide en 
position +642 ; 

debutant au nucleotide en position +496 et se terminant au nucleotide en 
position +642 ; 

20 

debutant au nucleotide en position +444 et se terminant au nucleotide en 
position +642 ; 

debutant au nucleotide en position +255 et se terminant au nucleotide en 
25 position +642 ; ou 

debutant au nucleotide en position +1 et se terminant au nucleotide en 
position +642. 



30 14. Usage selon Tune quelconque des revendications 4 a 13, selon lequel la region 
promotrice minimale est issue du gene adh de Schizosaccharomyces pombe. 
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15. Usage selon Tune quelconque des revendications 1 a 14, selon lequel ladite 
deuxieme cassette depression est inseree dans un vecteur d'expression 
multicopie. 

5 16. Usage selon la revendication 15, selon lequel ladite deuxieme cassette 
d'expression est inseree dans un vecteur d'expression multicopie comprenant 
notamment ladite premiere cassette d'expression. 

17. Usage selon l'une quelconque des revendications 1 a 14, selon lequel une ou 
10 plusieurs copie(s) de ladite deuxieme cassette d'expression sont inserees dans 
le genome d'une cellule hote, ladite cellule note comprenant notamment une 
ou plusieurs copie(s) de ladite premiere cassette d'expression inseree(s) soit 
dans le genome de la cellule hote soit dans un vecteur multicopie. 

15 18. Cellule hote dans laquelle on met en oeuvre un usage selon l'une des 
revendications 1 a 17. 

19. Cellule hote selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
souche de Schizosaccharomyces pombe % Schizosaccharomyces slooftae, 

20 Schizosaccharomyces malidevorans, Schizosaccharomyces octosponts et 
Hasegawaea japoniciis. 

20. Cassette d'expression comprenant un fragment d'ADN codant pour une 
proteine d'interet, place sous le controle des elements necessaires a son 

25 expression, lesdits elements comportant une region promotrice regulable par 
la thiamine et issue du gene pho4 de Schizosaccharomyces pom be. 



30 



21. 



Cassette d'expression selon la revendication 20, caracterisee en ce que ladite 
region promotrice est telle que definie selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 14. 
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22. Vecteur d'expression comprenant une cassette d'expression selon la 
revendication 20 ou 21. 

23. Cellule hote caracterisee en ce qu'elle comprend une cassette d'expression 
5 selon la revendication 20 ou 21 ou un vecteur d'expression selon la 

revendication 22. 

24. Procede de production d'une proteine d'interet par une cellule hote selon I'une 
quelconque des revendications 18, 19 ou 23, selon lequel : 

10 

on cultive dans un milieu approprie en absence de thiamine ladite cellule 
hote ; et 



on recupere ladite proteine d'interet. 

15 

25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que la cellule hote est une 
souche de Schizosaccharomyces pom be. 
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